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“O valor de um ser humano reside na capacidade de ir além de ele próprio, de sair de dentro 




A aterosclerose é uma doença degenerativa crônica caracterizada pela presença de 
lesões com aspectos de placas ou ateromas em artérias de médio e grande calibre. É 
a causa primária de doenças cardiovasculares e infarto, que por sua vez representam 
a principal causa de morte por doença no mundo. Este estudo busca um potencial 
marcador de aterosclerose que possa viabilizar um método diagnóstico minimamente 
invasivo e de baixo custo. Neste estudo 31 coelhos da raça New Zeland foram 
separados em dois grupos principais: o grupo controle, onde os animais receberam 
dieta normal e o grupo experimental, onde os animais receberam dieta 
hipercolesterolêmica (1% de colesterol). Em um primeiro estudo foram realizadas 
extrações de sangue, fígado e artérias. Foi realizado o perfil metabólico dos coelhos 
após 22, 43 e 64 dias do início da dieta. As artérias excisadas foram analisadas por 
microscopia para verificação da instalação do processo aterosclerótico nos coelhos de 
0 a 64 dias. No segundo experimento os coelhos foram acompanhados até 89 dias 
após o início da dieta. Neste estudo realizou-se coleta de sangue a cada 20 dias e de 
fezes semanalmente. Nosso objetivo foi à verificação das variações da quantidade de 
porfirina extraída com acetona tantos nos tecidos, como no sangue e nas fezes, com o 
estadiamento da aterosclerose. Com as fezes obteve-se uma curva de calibração para 
a determinação da melhor quantidade de massa fecal para o melhor volume de 
acetona, para a extração da coproporfirina. O melhor resultado foi obtido com os 
valores 0,10 g de massa fecal para 400 µL de acetona. Para o grupo 89 dias houve a 
administração intravenosa de ácido aminolevulínico, ou ALA, antes e depois da coleta 
de sangue. O estudo com ALA foi conduzido também em um terceiro e último 
experimento com coelhos. O estudo da extração da porfirina mostrou o aumento da 
emissão de fluorescência da porfirina tanto no sangue como nas fezes no grupo da 
indução de dieta  hipercolesterolêmica, acompanhando o aumento dos valores de LDL 
(lipoproteína de baixa densidade) e o aumento da placa de ateroma. Já o uso do ALA, 
resultou em um aumento no sinal de emissão da protoporfirina IX (PPIX) no sangue do 
grupo experimental em relação ao grupo controle. Este estudo identificou um potencial 
marcador de aterosclerose.  
 





Atherosclerosis is a chronic degenerative disease characterized by the presence of 
injuries with aspects of plaques or atheromas in arteries of medium and great caliber. It 
is the primary cause of cardiovascular disease and stroke, that in turn represent the 
main cause of death for disease in the world. This study searches a potential 
atherosclerosis biomarker that it can make possible a minimum invasive diagnostics 
method and of low cost. In this study 29 rabbits of the race New Zeland had been 
separate in two main groups: the Control Group, where the animals had received 
normal diet and the Experimental Group, where the animals had received 
hypercholesterolemic diet (1% of cholesterol). In a first study blood was collected and 
liver and arteries were extracted. A metabolic profile of rabbits was made after 22, 43 
and 64 days of the beginning of the diet. The excised arteries had been analyzed by 
microscopy for verification of the installation of the atherosclerotic process in the 
rabbits of 0 the 64 days. In a second experiment the rabbits had been followed up to 89 
days after the beginning of the diet. In this study the blood was collected each 20 days 
and excrements weekly. Our objective was to verify of the variations of the amount of 
porphyrin extracted with acetone, in the blood and excrements, with the atherosclerosis 
stage. With excrements a calibration curve for the determination of the best amount of 
fecal mass for optimum volume of acetone was gotten, for the extraction of the 
coproporphyrin. Optimum result was gotten with 0,10 g of fecal mass for 400 µL of 
acetone. For the group 89 days it had the administration of amminolevulinic acid, or 
ALA, before and after the blood collection. The study with ALA was continued in one 
third and last experiment with rabbits. The study of the porphyrin extraction showed the 
increase of porphyrin fluorescence as in the blood as in excrements in the group of the 
hypercholesterolemic diet induction, following the increase of the values of LDL 
(lipoprotein of low density) and the increase of the atheroma. Already the use of the 
ALA, resulted in an increase in the of the protoporphyrin IX (PPIX) emission signal in 
the blood of the experimental group in relation to the control group. This study identified 
a potential marker of atherosclerosis. 
 
Keywords: Protoporphyrin IX; Atherosclerosis; Biomarker; Fluorescence; 
hypercholesterolemia. 
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1. Introdução Bibliográfica: 
 
A doença cardiovascular aterosclerótica (DCV) é a principal causa de 
morte no mundo ocidental, devido principalmente ao aumento da incidência da 
obesidade, síndrome metabólica e diabetes mellitus 1,2. Estes fatores de riscos 
clássicos, entre outros como hipercolesterolemia, hipertensão arterial 
sistêmica, tabagismo, sedentarismo e antecedentes familiares são 
identificáveis em dois terços das mortes por doenças cardiovasculares (DCV)3. 
Além disso, no Brasil são responsáveis por grande parte dos gastos do 
Sistema Único de Saúde. Diante disso, a busca por biomarcadores confiáveis, 
padronizados e de baixo custo para o diagnóstico laboratorial de rotina é 
fundamental4. 
A aterosclerose está intimamente ligada com o aumento das dosagens 
de colesterol no organismo. O colesterol proveniente da alimentação é 
absorvido no intestino grosso, e depois transportado para o fígado, onde é 
metabolizado, seguindo depois para os tecidos através da circulação 
sanguínea. O colesterol é insolúvel em água e, consequentemente, para ser 
transportado na corrente sanguínea interage com algumas proteínas e outros 
lipídios através de ligações não covalentes em um complexo chamado 
lipoproteína5.    
As lipoproteínas são compostas, por um núcleo formado de triglicerídeos 
e ésteres de colesterol (apolipoproteínas; colesterol e fosfolipídio)6. Os tipos de 
lipoproteína são apresentados na Figura 1. Esta figura mostra o tamanho das 
lipoproteínas e sua respectiva classificação em quilomicrons; VLDL; IDL; HDL e 
LDL.  
Tipos de lipoproteínas:  
 Quilomicrons é a lipoproteína de maior dimensão e menos densa, 
tem como função o transporte de triglicerídeos exógenos na 
corrente sanguínea;  
18 
 
 VLDL (lipoproteína de muita baixa densidade) tem como função o 
transporte de triglicerídeos endógenos;  
 IDL (lipoproteína de densidade intermediária) formada na 
transformação da VLDL em LDL;  
 HDL (lipoproteína de alta densidade) retira o colesterol da 
circulação sanguínea; 
 LDL (lipoproteína de baixa densidade). A principal transportadora 
de colesterol.  
 
 
Figura 1. Tipos de Lipoproteínas. (Adaptado de 7) 
 
A LDL transporta o colesterol do fígado para todos os órgãos e tecidos 
do corpo, de modo a ser utilizado. Caso ocorra um excesso de LDL no sangue, 
o colesterol se deposita nas artérias, iniciando o processo aterogênico
 8 
. 
As artérias transportam o sangue do coração para todo o corpo. Suas 
paredes são espessas e dilatáveis9. Possuem três camadas denominadas 
túnicas: 




 Túnica média: é a camada intermediária, composta de célula muscular 
lisa e tecido elástico; 
 Túnica intima: é a camada interna, composta de células endoteliais, e 
que possui contato direto com o fluxo sanguíneo. 
 









A aterosclerose é uma doença degenerativa crônica que acomete 
artérias de médio e grande calibre caracterizadas pela presença de lesões com 
aspectos de placas ou ateromas11.  As placas restringem o fluxo do sangue 
para o coração, limitando o transporte de oxigênio e podendo resultar em 
infarto e óbito do paciente. A lesão aterosclerótica é decorrente inicialmente de 
dois princípios básicos: acúmulo de colesterol e proliferação de células 
musculares lisas na túnica íntima12. Os sintomas da doença aterosclerótica são 
mais frequentes nas artérias que irrigam o coração, o cérebro, os rins e o 
intestino delgado13.   
20 
 
A lipoproteína de baixa densidade (LDL) modificada pela oxidação, ou 
LDL oxidada (LDLox) é o principal fator envolvido no desencadeamento da 
lesão14. Quando ocorre um aumento dos níveis de LDL, essas partículas são 
depositadas nas artérias, sofrem oxidação por espécies reativas de oxigênio e 
se transformam em LDLox. As partículas oxidadas são citotóxicas para as 
células endoteliais resultando em lesões15.  Esse processo pode expandir a 
resposta inflamatória estimulando a migração de monócitos para a túnica intima 
e a diferenciação local dessas células em macrófagos, que tem como a 
primeira função fagocitar a LDLox, transformando–se em células espumosas16. 
Abaixo a Figura  3 representa o processo de formação da placa aterogênica. 
  
Figura 3. Após um período do acúmulo de lipoproteínas na intima da artéria nota-se os monócitos 
aderindo à superfície do endotélio. Os monócitos então atravessam a monocamada até a intima onde 
eles se proliferam e se diferenciam em macrófagos que fagocitam as lipoproteínas formando as células 
espumosas.  Essas células espumosas morrem contribuindo com seu enorme conteúdo lipídico com o 
núcleo necrótico da lesão. Em sequência, algumas estrias gordurosas acumulam nas células do tecido 
muscular liso que migram da camada média da artéria, as placas fibrosas oclusivas se desenvolvem a 
partir da secreção de elementos fibrosos das células do tecido muscular liso e consequentemente 
ocorre o aumento do tamanho da placa17. 
 
As células espumosas são os principais componentes das estrias 
gordurosas, sendo este o primeiro passo na formação da placa ateromatosa, 
provocando reação antigênica de linfócitos T que iniciam ou aumentam a 
resposta imunológica18. Assim vários receptores, denominados receptores 
scavengers de LDLox
19
, estão envolvidos na fagocitose dessa lipoproteína 
oxidada pelos macrófagos e na consequente transformação dessas células em 
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células espumosas, como por exemplo o CD36, SR-BI (scavenger receptor 
classe B tipo 1) 20. Dentro desse contexto, o processo de fagocitose da LDLox  
com liberação de radicais livres, induz a produção de grandes quantidades de 
proteases digestivas pelos macrófagos como a mieloperoxidase, aumentando 
ainda mais a síntese de espécies reativas de oxigênio (EROS)21  que 
amplificam o processo de recrutamento das células musculares lisas da túnica 
média do vaso, para a túnica intíma22.  EROS são formadas pelos radicais 
livres através de um processo de óxido-redução23. As mitocôndrias são umas 
das principais fontes de EROS e também um dos primeiros alvos de ataques 
destes radicais, assim tem fácil acesso aos lipídios da membrana, que são 
sensíveis aos fenômenos de ataques de radicais livres. Este processo que 
promove a formação de vários tipos de EROS é conhecido como peroxidação 
lipídica .24 
 No processo aterogênico, as placas de ateromas resultam no bloqueio 
do fluxo da circulação sanguínea, devido aos depósitos de LDLox25  . O 
bloqueio ocorre com a proliferação das células do músculo liso e formação de 
uma rica matriz extracelular. 
 Em associação com as células, a metaproteinase é a responsável pela 
ativação, proliferação, migração e morte celular, assim como a neoformação 
vascular, o remodelamento geométrico, a cicatrização ou destruição de matriz 
extracelular das artérias e miocárdio. Em associação com a proliferação, a 
apoptose ocorre na lesão aterosclerótica 26.  Assim, com a formação da lesão, 
a passagem de sangue é bloqueada o que ocasiona a angina(dor) e óbito 
resultado do estreitamento dos diâmetros dos vasos, perda de elasticidade do 
colágeno, calcificação, hemorragia e surgimento dos pequenos vasos formando 
trombos ou coágulos de sangue. A consequência deste processo é o infarto do 
miocárdio27.  
 Em estudos têm sido utilizados modelos animais para elucidar o 
desenvolvimento da aterosclerose. A primeira investigação sobre indução 
experimental de aterosclerose ocorreu em 1908. Ignatowski28, utilizando 
coelhos alimentados com leite, carne e ovo, observou o espessamento da 
íntima em aortas.  Os coelhos são mais sensíveis às dietas ricas em colesterol 
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e vêm sendo utilizados no estudo de indução da aterosclerose29.Em 1926, 
Clarkson e Newburgh30 alimentaram com dieta normal, aumentando para 
25,113,253 ou 507 mg/dia de colesterol administrado em cápsula. Encontrou-
se moderada aterosclerose em 71 % dos coelhos alimentados com 507 mg/dia 
de colesterol por 47-87 dias.  
Entretanto demonstrou-se31 que para a indução de uma dieta 
hipercolesterolêmica em coelhos é dependente da exposição do nível de 
colesterol administrado em coelhos alimentados com 0,5 % e 1% de colesterol.  
Algumas semelhanças entre coelhos e humanos são: lipoproteínas contendo 
apo B são similares àquelas vistas em humanos; o fígado do coelho produz 
VLDL contendo apo B- 100, como em humanos, e há abundância de proteína e 
transferência de ésteres no plasma de coelhos32.  
No diagnóstico da aterosclerose, técnicas não invasivas como 
eletrocardiograma, angiograma e ressonância magnética nuclear (RMN) 33 
podem ser utilizadas, mas são dispendiosas, devido à necessidade de técnicos 
especializados34.  
 Mundialmente, o acesso aos exames de técnicas de imagens para 
detecção do processo aterogênico ainda é muito pequeno.  Existem 
marcadores laboratoriais de aterosclerose como a proteína C reativa (PCR) 
que são marcadores inflamatórios em potencial avaliação de risco de um 
evento aterosclerótico35. Entretanto devido à baixa especificidade e 
sensibilidade de detecção, poucos marcadores apresentam habilidade para 
predizer o risco real dos pacientes avaliados36. 
 
As DCV nos EUA são responsáveis por cerca de 80 % das mortes de 
pessoas com mais de 65 anos e no Brasil ocorrem aproximadamente 300 mil 
óbitos/ano37. Desta forma a busca por novos e promissores métodos de 
diagnóstico tem sido pesquisada com o apelo de reduzir o número de óbitos a 




Protoporfirina IX (PPIX) 
  
 Têm sido sugerido que os tecidos de proliferação rápida podem 
concentrar porfirinas38. A primeira descrição do acúmulo de porfirinas em 
lesões ateroscleróticas foi feita por Spears e colaboradores39. A família das 
porfirinas baseia-se na hematoporfirina e seus derivados, que podem ser 
diferenciados em suas composições pelas frações de monômeros de porfirinas, 
dímeros e oligômeros40.  
A porfirina é um macrociclo tetrapirrólico (formado por quatro anéis pirrol), 
ligados por ligações metínicas (-CH-), que possui no seu centro um espaço 
apropriado para acomodar um íon metálico. Abaixo a Figura 4 representa a 
estrutura da porfirina. Este íon pode se ligar aos átomos de nitrogênio 
presentes na parte central da estrutura. Os representantes mais comuns desta 
classe de compostos são o grupo heme, que contém ferro, a clorofila, que 




Figura 4. Estrutura da porfirina41. 
 
 
 Os principais locais de síntese de porfirinas são nos hepatócitos do 
fígado. Os complexos de porfirina são essenciais para a vida e têm múltiplas 
aplicações. O heme, cuja estrutura é mostrada na Figura 5 (protoporfirina IX- 
Fe+2), por exemplo, é o grupo encarregado de fazer a ligação do oxigênio á 
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hemoglobina e transporta-lo às diversas partes do corpo42. A inserção do Fe+2 
é realizada por meio da enzima ferroquelatase43.  
 
.  
Figura 5: Estrutura do Heme44. 
 
 
A biossíntese do grupo heme ocorre em todas as células nucleadas 









 A biossíntese do Heme ocorre na mitocôndria e no citosol da célula, 
sendo mediada por oito enzimas. Inicia-se com a formação do ácido δ-
aminolevulínico (ALA), na mitocôndria, a partir da união de uma molécula de 
succinil-CoA à molécula de glicina, catalisado pela enzima ALA-sintetase47. O 
ALA é então transportado para o citosol, onde duas moléculas de ALA são 
condensadas para formar uma molécula de porfobilinogênio (PBG), na 
presença da enzima ALA-desidratase (ALAD). No citosol é formado o 
uroporfirinogênio III e o coproporfirinogênio III. Este último é descarboxilado, 
pela coproporfinogênio oxidase, já na mitocôndria novamente, em 
protoporfirinogênio IX, que é oxidado, pela enzima protoporfirinogênio oxidase 
em protoporfirina IX. A última etapa, ainda na mitocôndria, é a incorporação do 
íon ferro (Fe2+) na protoporfirina IX para formar o heme. 
Quando o ciclo de síntese do grupo heme somente se  interrompido na 
última etapa, antes da inserção do Fe2+ se  produz o aumento das porfirinas 
precursoras do heme, isto ocorre na presença de doenças como a porfiria48. A 
porfiria pode ser classificada como hepática e eritropoiética, sendo responsável 
por ataques neurológicos agudos e problemas de pele, geralmente erupções 
de bolhas sensíveis à luz solar e crescimento aumentado de pelos
49
. 
A síntese da PPIX é normalmente regulada por um mecanismo de 
“feedback” negativo. Na presença de δ-ácido aminolevulínico (ALA) exógeno, a 
PPIX acumula, devido a lenta atividade da enzima ferroquelatase50. Outros 
fatores que podem levar ao acumulo da PPIX no interior das células  são: a 
maior captação do ALA, disponibilidade limitada do íon ferroso; ciclo celular; 
atividade proliferativa; densidade mitocondrial; temperatura elevada e baixo 
pH51. O micro- ambiente diferenciado devido à desordem das células apresenta 
as seguintes características: drenagem linfática deficitária, maior concentração 
de receptores de LDL em comparação ao tecido normal (derivados porfirínicos 
exibem alta afinidade por lipoproteínas de baixa densidade) e pH inferior ao do 
tecido normal . 
A PPIX apresenta absorção em torno de 350 - 650 nm, conforme se 
observa na Figura 7. Seu espectro de absorção apresenta a banda Soret 
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(região de 400 nm) e as bandas Q (região de 450 e 750 nm). Sua emissão 




Figura 7 . Espectros de absorção (preto) e emissão (vermelho) da PPIX.53  
 
Ácido Aminolevulínico (ALA) 
 
 Ghadially e colaboradores54 em 1960 sugeriram o uso do δ-ácido 
aminolevulínico (ALA) como sensibilizador (pró-droga) usado para a indução da 
fluorescência da PPIX em tumores, assim como para o seu tratamento.55 O 
ácido aminolevulínico (ALA), cuja estrutura molecular é representada na Figura 
8 é o precursor natural da PPIX no  caminho da biossíntese do heme. O uso do 
ALA induz ao acúmulo da protoporfirina IX (PPIX)56 sendo ambas as 
substâncias naturais no organismo.  
 




 Peng e colaboradores 58,59fizeram PDT (terapia fotodinâmica) em placas 
de ateroma de coelhos submetidos a uma dieta hipercalórica, após 
administração intravenosa de ALA (635 nm a 50 J/cm2). Observaram que após 
2 horas da administração do ALA obteve-se intensidade de fluorescência 
máxima da PPIX na placa, 12 vezes maior do que a placa sem ateroma. O 
estudo demonstrou que a protoporfirina IX, ou PPIX, induzida por ALA pode ser 
detectada e reflete o conteúdo de macrófagos na placa. A terapia fotodinâmica 
mediada por ALA pode reduzir o conteúdo de macrófagos e inibir a progressão 





 Todas as porfirinas e metaloporfirinas possuem funções biológicas61. As 
metaloporfirinas são complexos estáveis, uma combinação de porfirinas com 
os metais. As porfirinas naturais mais importantes, não complexadas com os 
metais, são a PPIX, a uroproporfirina e a coproporfirina que se elevam em 
certas situações patológicas62. As metaloporfirinas biológicas, mais 
importantes, utilizam o ferro (hemoproteínas), magnésio e cobalto63. Cada 
complexo metálico apresenta propriedades diferenciadas no espectro de 
absorção, fluorescência e a solubilidade64. A maioria das porfirinas tem o seu 
ponto isoelétrico ente pH 3 e 4,5 65. As metaloporfirinas por se ligarem aos 
metais, se tornam insolúveis em soluções aquosas ácidas, e mantém a 
solubilidade em meios alcalinos e solventes orgânicos66.  A solubilidade das 
ligações químicas da PPIX (o anel tetra pirrol) em soluções aquosas diluídas 
em ácidos ou bases depende do número de grupos carboxílicos 67.  Assim, as 
misturas orgânicas acidificadas (acetona, acetato de etilo-ácido acético, éter- 
ácido acético) capturam com mais facilidade as porfirinas e os seus complexos 
metálicos.   
 A biossíntese do coproporfirinogênio  ocorre por descarboxilação das 
cadeias laterais acéticas em grupos metílicos, formando porfirinogênios 
intermediários68.  Em condições normais, os líquidos orgânicos e os tecidos 
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contêm quantidades relativamente constantes de porfirinas e precursores69. No 
ser humano são eliminados cerca de 2 diários µg 70 de PPIX pelas vias 
urinárias, sendo que esta taxa aumenta em diversos estados patológicos, como 
a porfiria71 em que predomina a coproporfirina , com valores diários entre 100-
300 µg 72.   
 A Estrutura da coproporfirina está representada na Figura 9. 
 
 
Figura 9. Representação da estrutura da coproporfirina.73 
 
 O aumento das coproporfirinas ocorre devido a intoxicações, 
hepatopatias, entre outros74.  A obstrução das vias biliares pode aumentar o 
teor urinário, e eliminação do coproporfirinogênio, eliminando o pigmento 
oxidado pelas fezes68.  É frequente a ocorrência do aumento da coproporfirina 
em 50 % para obstruções bliares e cirroses alcoólicas.  
 Uma elevada porcentagem de porfirina fecal (coproporfirina) é de origem 
exógena, proveniente da hemoglobina e clorofila da dieta, sendo os 
microrganismos da flora intestinal responsáveis pela degradação em porfirina75. 
O restante da porfirina fecal representa o pigmento endógeno, que alcança o 
tubo digestivo pela bile76.   
 A concentração de porfirina eritrocitária relaciona-se com o metabolismo 
do ferro, assim qualquer diminuição da utilização deste metal na síntese do 
heme é responsável pelo teor elevado das protoporfirinas em glóbulos 
vermelhos77.  
 As coproporfirinas podem ser determinadas na urina (forma oxidada), 
sangue e fezes. A dosagem das porfirinas fecais pode ser de grande 
importância no diagnóstico diferencial entre os tipos de porfirias, e também em 
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doenças proliferativas como tumores e doenças cardiovasculares. Em alguns 
casos de porfirias pode haver o aumento da concentração de protoporfirina no 
plasma, eritrócitos e fezes, simultaneamente ou isoladamente em um 
individuo78. O local de síntese da PPIX varia de individuo para individuo; 
entretanto as protoporfirinas fecais e plasmáticas originam-se no fígado, 
enquanto que as eritrocitárias seriam provenientes da medula óssea79. Um dos 
fatores para a explicação das diferenças de excreção dos tipos de porfirias, 
pode ser a deficiência total ou relativa da síntese do uroporfirinogênio, nos 
hepatócitos ou a diferença de permeabilidade das membranas, permitindo uma 
diminuição do porfobilinogênio 80. 
O ALA, o precursor da PPIX promove um aumento da autofluorescência 
natural do tecido aterosclerótico como ocorre em tecidos tumorais. A 
intensidade de emissão da PPIX aumenta na presença de placa de ateroma81. 
Verificou-se que técnicas desenvolvidas para estudos tumorais poderiam ser 
facilmente adaptadas para a demarcação precisa entre placa ateromatosa e da 
parede arterial normal. Estudos82 indicaram que a deficiência da enzima 
ferroquelatase mitocondrial, responsável pela inserção de ferro na PPIX, 
conduz a doença hepática associada às alterações do metabolismo hepático 
de lipídios, uma característica hiperlipidêmica, e ao desenvolvimento de 
aterosclerose. Atividade da ferroquelatase prejudicada em seres humanos 






 O fígado é o principal local de síntese de porfirinas tais como a 
protoporfirina IX.84  
 O fígado, ilustrado na Figura 10a, é o segundo maior órgão e a maior 
glândula do corpo, pesando aproximadamente 1,5 kg. Localiza-se no lado 
direito, no quadrante superior da cavidade abdominal, protegido pelas costelas, 
e se divide em dois lobos. O órgão é totalmente recoberto pelo peritônio e é 
irrigado pela artéria hepática, recebendo sangue venoso do baço e intestinos 
pela veia porta. Abaixo do lobo direito situa-se a vesícula biliar, uma bolsa de 9 
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cm, aproximadamente, que tem a capacidade de coletar cerca de 50 ml de bile 
produzida pelo fígado85.    
 Em cortes histologicamente preparados, podem-se observar unidades 
estruturais chamados lóbulos hepáticos. Na periferia dos lóbulos, existe uma 
massa de tecido conjuntivo rico em ductos biliares, nervos e vasos biliares. 
Entre cada lóbulo, existe uma área chamada de espaço porta, e em cada um 
deles existe um ramo da artéria hepática, um ducto biliar que se liga e vasos 
linfáticos. Os ductos biliares são revestidos por um epitélio cuboide, e 
transporta, até a vesícula biliar, passando pelo ducto hepático, a bile, 
sintetizada pelos hepatócitos.  
 Os hepatócitos, como se observa na Figura 10b, estão dispostos ao 
redor dos lóbulos hepáticos formando placas celulares, estas placas possuem 
capilares, chamados sinosóides, que se caracterizam pelas suas dilatações 
irregulares. As células endoteliais desses capilares estão separadas dos 
hepatócitos apenas por uma lâmina basal. Assim, o sangue passa pelos 
capilares, e os seus metabólitos atravessam rapidamente as células 
endoteliais, chegando rapidamente aos hepatócitos, devido ao seu intimo 
contato. Esta rápida troca metabólica é importante não somente para a 
absorção de nutrientes, provenientes da dieta, mas também para a secreção 
de metabolitos sintetizados nos hepatócitos. Os sinusóides possuem 
macrófagos, denominados células de Kupffer, encontrados na luz dos 
capilares. Essas células atuam metabolizando hemácias vermelhas, digerindo 
suas hemoglobinas, secretando imuno-substâncias e destruindo possíveis 
bactérias que tenham entrado pelo sistema porta.  Os lóbulos ficam separados 






Figura 10 . a)O Figado. b)Corte histológico do fígado normal.86 
 
 O fígado é o órgão no qual os nutrientes absorvidos no trato digestivo 
são processados e armazenados para utilização por outros órgãos, também é o 
responsável pela neutralização e eliminação de algumas substâncias tóxicas. 
Uma de suas funções é a síntese de lipoproteínas, colesterol e fosfolipídios, 
que são os componentes essenciais das membranas plasmáticas87.  As células 
do fígado também usam colesterol para a produção da bile, substância química 
com capacidades digestivas88. O fígado sintetiza e transporta lipoproteínas pela 
corrente sanguínea. Grande parte do colesterol circulante é produzido pelo 
fígado (cerca de 70%) e somente cerca de 30% provém da dieta27. O fígado, 
junto com o baço e a medula óssea é responsável pela hematopoese, ou 
formação e desenvolvimento das células sanguíneas, e por isto é denominado 
órgão hematopoiético89.  
 O hepatócito é capaz de sintetizar proteínas, usadas tanto para 
exportação como para sua própria manutenção. Cada hepatócito possui 
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aproximadamente 2000 mitocôndrias e constituem 80% das células do fígado, 
sendo responsável pela elaboração da bílis primária, metabolização de 
algumas substâncias.  
 O fígado participa da regulação do volume sanguíneo e possui 
importante ação antitóxica contra substâncias nocivas ao organismo. O 
acúmulo de lipídios nos vacúolos nas células do fígado denomina se esteatose 
gordurosa, ou esteatose hepática e doença hepática gordurosa, é uma 
condição reversível, na qual os grandes vacúolos de gordura se acumulam nas 




  A utilização da luz para o diagnóstico e o tratamento de 
aterosclerose tem sido amplamente descrita na literatura. Edholm e 
colaboradores90 sugeriram que a técnica óptica poderia ser usada para 
melhorar a detecção de aterosclerose in vivo  Kittrell e colaboradores 91 
demonstraram que a espectroscopia de fluorescência pode ser utilizada para 
discriminar entre a aorta normal e a placa fibrosa, e sugeriram que o 
diagnóstico óptico (iluminação com baixo consumo de energia) e terapia (com 
uma potência de iluminação alta) da aterosclerose poderiam ser combinados 
num dispositivo de fibra óptica única. Posteriormente, certo número de grupos 
investigou a utilidade de espectroscopia de fluorescência para o diagnóstico de 
aterosclerose92  muitos deles com o objetivo de desenvolver um sistema de 
orientação para cateteres angioscópicos para a cirurgia a laser 93. Os espectros 
de emissão de tecido arterial normal das placas ateroscleróticas e da 
fluorescência foram medidos em vários comprimentos de onda de excitação de 
UV/VIS 94. 
 A primeira utilização in vivo da fluorescência95 ocorreu em 1882 quando 
Paul Erlich usou a uranina (sal sódico) para observar a secreção do humor 
aquoso no olho. Em 1887, K. Noack publicou um livro no qual listava 660 
compostos organizados de acordo com a cor da sua fluorescência. Dez anos 
depois, R. Meyer utilizou o termo “fluoroforo” para descrever os grupos 
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químicos que se encontravam associados á Fluorescência. Este termo é 
análogo ao termo “cromóforo”, o qual foi usado pela primeira vez em 1876 por 
O.N.Witt para descrever grupos químicos associados à cor96. O microscópio de 
fluorescência e a sua descoberta constituiu um enorme progresso nos estudos 
das estruturas celulares e dos seus constituintes. Em 2014 dois americanos, 
Eric Betzig e William Moerner, e a um alemão, Stefan Hell, ganharam o premio 
Nobel de química pelo desenvolvimento da microscopia de fluorescência de 
alta resolução, a chamada nanoscopia.  
 Os fluoróforos podem ser divididos em dois grupos: fluoróforos 
intrínsecos ou endógenos que ocorrem naturalmente, ou fluoróforos 
extrínsecos ou exógenos são adicionados a uma amostra que não possui 
características fluorescentes desejáveis 97. 
 Para a obtenção da fluorescência, um fluoróforo deve ser excitado 
através de iluminação com luz, ultravioleta ou visível, por exemplo. A luz é 
absorvida, levando a molécula a um maior nível de energia, como ilustra a 
Figura 31. No processo de emissão ocorre a perda de energia, fazendo com 
que a molécula retorne ao seu estado fundamental89. 
 
 
Figura 31. Processo de excitação molecular que leva a emissão de luz por 




 Existe um largo espectro de condições que regularmente surgem e 
afetam a fluorescência reduzindo a sua intensidade. O termo geral para a 
redução da intensidade de emissão de fluorescência é “fading” 
(desvanecimento) sendo este subdivido em “quenching” (extinção) e 
“photobleaching” (lixiviamento/branqueamento). O “photobleaching” 
corresponde à decomposição irreversível das moléculas fluorescentes no seu 
estado excitado devido a interação destas moléculas com o oxigênio molecular 
antes de emitirem energia. O processo de relaxamento depois do estado 
excitatório no “quenching”, resulta numa redução da intensidade de 
fluorescência através de uma variedade de mecanismos99 que envolvem perda 
de energia não radiativa e frequentemente ocorre como resultado de agentes 
oxidantes ou da presença de sais, metais pesados ou compostos de 
halogêneo. Em alguns casos, o “quenching” resulta da transferência de energia 
para outra molécula, o “aceitador” ,fisicamente próximo do fluoróforo excitado, 







Os objetivos deste estudo são: 
1. Induzir aterosclerose em coelhos através de dieta 
hipercolesterolêmica. 
2.  Verificar os efeitos da dieta hipercalórica no fígado e nas 
artérias. 
3. Avaliar a relação entre aumento da taxa de LDL no sangue 
e aumento da fluorescência da PPIX no sangue e nas fezes. 
4. Avaliar a eficiência do uso do ALA na indução da 





















3. Materiais e Métodos 
 
Foram utilizados 31 animais sendo todos coelhos brancos e machos da 
raça Nova Zelândia espécie Oryctolagus cuniculus, adultos, pesando cerca de 
(2,5 ± 0,5) Kg e com idade de (3,5 ± 0,4) meses. As tabelas 1, 2 e 3 mostram, 
respectivamente, a divisão em três principais experimentos realizados: 
Tabela 1 - Número de animais utilizados realizados no primeiro experimento. 
Grupo Controle (GC)-3 animais receberam ração comercial molhada com clorofórmio 
Grupo Experimental (GE)-9 animais receberam ração comercial contendo 1% de 
colesterol diluído em clorofórmio 
Eutanásia a cada 20 dias (22,43 e 64 dias)- 1 animal do GC e 3 animais do GE 
Coleta de sangue a cada 20 dias (0,22,43 e 64 dias), artérias, fígado e análises 
histológicas. 
 
Tabela 2 - Número de animais utilizados realizados no segundo experimento. 
GC- 4 animais receberam ração comercial molhada com clorofórmio 
2 animais receberam ração comercial sem clorofórmio 
GE- 6 animais receberam ração comercial contendo 1% de colesterol diluído em clorofórmio 
Eutanásia 82 e 89 dias- Coleta do fígado do lóbulo esquerdo para a extração da PPIX- 3 
animais GC e 3 animais GE 
Coleta de fezes (coproporfirina)- grupos 68,75,82 e 89 dias 
Coleta de sangue dos coelhos (1-12)- Grupos 0,22,43,64,82 e 89 dias 
Para o grupo 89 dias, administração do ALA via intravenosa, 2 animais receberam ALA e 1 
animal PBS. 
Análise da PPIX no sangue, fígado e porfirinas nas fezes. 
 





 Tabela 3-Estudos realizados no terceiro experimento.  
GC- animais receberam ração comercial sem clorofórmio 
GC ALA- 2 animais receberam ração sem dieta, mas foi administrado ALA via oral para os 
grupos 33 e 59 dias. 
GE ALA- 3 animais receberam ração comercial contendo 1% de colesterol diluído em 
clorofórmio e administração do ALA via oral 
Coleta de sangue-para os grupos 33 e 59 dias e de fezes semanalmente 
         O projeto foi aprovado pelo comitê de ética pela Unifesp CEP Nº 0374/12 
e CEP Nº 03727/11. 
Preparo da Ração: 
 
 Para os animais do grupo controle, a quantidade de 5 kg de ração 
comercial Nuvital® para coelhos foi colocada em recipiente retangular em 
capela e então regada e homogeneizada com 200 ml de clorofórmio. Após 
preparo a ração ficou 48 horas na capela desligada para evaporação do 
clorofórmio. 
 A ração hipercolesterolêmica 1% foi preparada a partir da adição de 
200g de colesterol (Sigma-Aldrich a 95%®) dissolvido em 800 ml de clorofórmio 
e distribuído em 20 kg de ração.  
 A ração foi empacotada para ser levada ao Biotério, localizado no IPEN- 
USP. Os coelhos de todos os grupos receberam a mesma quantidade de ração 
sendo aproximadamente de 150 a 250 g de ração consumida por dia por cada 
coelho. Para a coleta de sangue os coelhos ficaram em jejum de 12 horas. Na 
coleta os animais foram pesados inicialmente e colocados em caixa de 






 Os animais ficaram em aclimatação durante duas semanas. Este 
período foi necessário para ambientação dos animais nas gaiolas, com os 
comedouros (ração) e os bebedouros (água). As estantes dos coelhos ficaram 
em temperatura entre 18º C a 21ºC. Durante estas duas semanas os animais 
receberam ração comercial sem dieta e clorofórmio.  
Coleta do sangue: 
 
 As amostras de sangue foram coletadas para os grupos do primeiro 
experimento 22, 43 e 64 dias, e também para os grupos do segundo 
experimento 22, 43, 64, 82 e 89 dias após a indução da aterosclerose. Para o 
grupo do terceiro experimento foi coletado o sangue dos animais para os 
grupos 33 e 59 dias após administração do ALA via oral. Aproximadamente 
500µL de sangue de cada animal foi coletado com heparina como 
anticoagulante, da veia marginal da orelha. O procedimento adotado foi a 
irrigação com álcool nas orelhas dos animais para que se pudesse observar a 
veia marginal e facilitar a coleta. As massas dos animais foram medidas no 
início do protocolo e antes de cada coleta de sangue para acompanhamento 
durante a indução da dieta hipercolesterolêmica. 
Extração da Porfirina: 
 
 Para a extração da porfirina das amostras de sangue seguiu-se o 
procedimento reportado por Masilamani e colaboradores100 onde para cada 150 
µl de sangue total adicionou-se 450 µl de acetona de pureza analítica. A 
mistura  foi submetida à agitação vigorosa em vórtex, por 1 min 
aproximadamente e em seguida, foi centrifugada por 15 min a 4000 rpm. A 
acetona extrai a PPIX separando-a dos demais elementos do sangue, que 
ficam no fundo do tubo e são descartados, e a PPIX, no sobrenadante, é 
coletada cuidadosamente e armazenada em tubos de eppendorf para a análise 
espectroscópica. 
 Os tubos de eppendorf foram todos enrolados em papel alumínio, para 
evitar o “photobleaching”, e consequentemente a diminuição da fluorescência. 
39 
 
No primeiro experimento foram utilizados 250 µL de sangue total com 
heparina para a quantidade de volume de acetona de 750 µL e no segundo 
experimento respectivamente 400 µL/300 µL de sangue total mais heparina 
para 1200 µL/900 µL de acetona. 
 As análises foram realizadas no mesmo dia de coleta e o material foi 
armazenado na temperatura de -20º C para serem medidas todas juntas no 
final. 
 Para a extração das porfirinas das fezes e do fígado o procedimento foi 
similar: com as fezes, fez-se um estudo para determinação da melhor razão 
massa fecal/acetona para obtenção da curva de calibração a fim de se 
determinar um protocolo de extração da porfirina das fezes dos animais. Foram 
feitos testes variando o volume de acetona para uma quantidade fixa de fezes 
com o objetivo de se verificar a melhor condição para maior extração, ou seja, 
maior intensidade de sinal de fluorescência. A melhor quantidade de fezes 
encontrada foi de 0,10g e o melhor volume de acetona de 400L. Para as 
coletas das fezes, foi colocado papel alumínio sobre as maravalhas (serragens) 
e aguardava-se o momento para que estas fossem recolhidas e coletadas em 
tubo eppendorf com soro para não ressecarem. Com as fezes frescas 
recolhidas, se extraiu a coproporfirina. O procedimento, de extração foi similar 
ao do sangue. As fezes foram pesadas, maceradas com acetona, e então 
homogeneizadas no vórtex e centrifuga.  
 Para extração da porfirina do fígado, adotou-se o seguinte procedimento: 
Retirou-se um pedaço do lóbulo esquerdo o qual foi colocado em soro no tubo 
de coleta. Uma quantidade de 0,10 g de fígado, de coelhos do grupo controle e 
experimental de 64 dias (primeiro experimento), 82 e 89 dias (segundo 
experimento) foi macerada com uma pinça juntamente com 800 l de acetona 
seguido de homogeneização em vórtex por um minuto, e centrifugação a 4000 
rpm, 15 minutos e 25 º C. O sobrenadante foi recolhido para análise. O 
sobrenadante da extração da PPIX no sangue e no fígado apresentaram um 




 As amostras foram analisadas no Fluorímetro Fluorolog 3 da Jobin Yvon. 
Nestas medidas fixou-se o comprimento de onda de excitação em 405 nm e 
mediu-se o espectro de emissão ente 550 e 750 nm. A leitura no Fluorímetro foi 
feita no CLA, Centro de Lasers e Aplicações do Instituto de Pesquisas 
Energéticas e Nucleares, IPEN. 
 Foi utilizado o CB (Centro de Biotecnologia do IPEN) para as 
centrifugações e pesagem.  
Preparação e administração da solução de ALA: 
 
O ácido δ-aminolevulínico (ALA) foi obtido da Sigma-Aldrich. As 
soluções de ALA foram preparadas imediatamente antes de cada 
administração. No segundo experimento o ALA foi preparado na concentração 
de 100 mg/mL, diluído em PBS (solução tampão fosfato) e ajustado o pH em 
6,8, com uma solução de hidróxido de sódio (NAOH). O ALA foi preparado no 
mesmo dia da administração intravenosa nos animais. A coleta de sangue 
ocorreu antes da administração do ALA e após 2 horas da administração do 
ALA. Dois animais do grupo controle (GC) e dois animais do grupo 
experimental (GE) receberam ALA. Para comparação, um coelho do (GC) e 
outro do (GE) receberam PBS (solução tampão fosfato salino).  A 
administração do ALA foi realizada por uma dose intravenosa de 30 mg/Kg por 
animal.  
No terceiro experimento os animais receberam ALA via oral, através do 
auxílio de uma seringa sem agulha colocada lentamente na bochecha do 
animal. Houve pequenas perdas de amostras durante a administração, 
entretanto não foram significativas. Foi administrado o ALA via oral três vezes 
durante o terceiro experimento: após aclimatação (aproximadamente onze dias 
após a chegada dos animais e  antes do início da dieta hipercolesterolêmica), e 
durante a dieta após 33 dias e 59 dias no final do experimento. O ALA foi 
preparado na concentração de 60 mg/Kg e 100 mg/mL, sendo preparado no 
mesmo dia.Para a administração do ALA foi realizada a pesagem dos animais. 
Como no início do experimento a média da massa foi de 2,8 Kg, cada animal 
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recebeu 1,68 mL de ALA via oral, entretanto não houve coleta de 
sangue.Posteriormente para o grupo 33 dias, a coleta de sangue ocorreu após 
3 horas da administração do ALA, e a coleta 59 dias após 4 horas 
aproximadamente da solução de ALA via oral. Para a coleta de 33 dias, a 
média de pesos era de 3,6 Kg e cada animal recebeu 2,77 mL de solução e 
para 59 dias, a média dos pesos era de 3,9 Kg e cada animal recebeu 2,35 mL 
da solução. A titulação da solução foi realizada com uma solução de hidróxido 
de sódio (NAOH) em aproximadamente pH=6,8. 
 
Quantificação Colesterol- Perfil Lipídico 
 
 Para a obtenção do soro e do plasma, na coleta de sangue foram 
separados respectivamente 8 ml de sangue total. Para o plasma, o sangue total 
foi colocado em um tubo com EDTA, homogeneizado, e posteriormente 
centrifugado a 1200 rpm, 10 minutos a 4ºC. Já, para separação do soro, o 
sangue total foi colocado num tubo de coleta e esperou-se o tempo de 
formação de coágulos, aproximadamente, 2 a 3 horas após coleta, para que 
fosse centrifugado a 3000 rpm, 15 minutos e 4ºC. Do soro foram obtidas as 
quantificações de colesterol total (TC), triglicerídeos (TG), LDL (lipoproteína de 
baixa densidade) e HDL (lipoproteína de alta densidade). Para a quantificação 
da glicose usou-se o plasma. As análises foram realizadas com Kits comerciais 
da Labtest, seguindo as instruções do fabricante (primeiro experimento) e no 
analisador bioquímico automático marca Randox, modelo Daytona, 
procedência Irlandesa (segundo experimento). 
Preparação das lâminas para microscopia de fluorescência: 
 
Para as coletas das artérias dos animais dos grupos 22, 43 e 64 dias, os 
animais foram anestesiados com sobredose de xilazina e quetamina, sendo 4 
mL de quetamina e 2,5 mL de xilazina, totalizando na seringa 6,5 mL aplicada 
intraperitonealmente. Posteriormente uma seringa com EDTA (anticoagulante) 
foi aplicada no coração para a retirada de sangue. O método adotado de 
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eutanásia, por exsanguinação, do primeiro experimento foi devido à 
necessidade de um volume grande de sangue para obtenção de plasma e soro, 
para o estudo do perfil lipídico dos animais. No segundo experimento, a 
eutanásia foi realizada com a sobredose de quetamina e xilazina, e 
posteriormente a injeção de 1 mL de cloreto de potássio no coração. As 
artérias foram excisadas e lavadas em PBS. Foram realizados cortes do arco 
aórtico dos espécimes no plano vertical em 10 m de espessura em um 
criostato, e então montadas em lâminas de vidros e coradas em “oil red”. As 
imagens foram obtidas com o microscópio de Fluorescência LEICA DNI6000 e 
câmera de vídeo digital acoplada, LEICA DF360FX e software utilizado LEICA 
AF6000. As seções da aorta foram ampliadas (20, 40 e 100 X).  
Os fragmentos de tecido hepático foram fixados em solução de formol a 
10%. A seguir, submetidos a processamento automatizado de rotina, que inclui 
desidratação em concentrações progressivas de álcool etílico absoluto e 
diafanização em banhos de xilol à temperatura ambiente. Posteriormente, o 
material foi emblocado em parafina líquida com ponto de fusão entre 58° e 60° 
C. Foram obtidos cortes histológicos de 3 a 4 m, em micrótomo rotativo com 
navalhas descartáveis, transportados para uma cuba com água e colocados no 
centro da lâmina. As amostras foram coradas com hematoxilina de Harris e 
posteriormente com eosina hidrossolúvel. 
 Os cortes histológicos foram analisados por uma patologista com 
experiência em hepatopatologia, sem conhecimento dos grupos de animais 
estudados. 
 
Foram estudadas as seguintes variáveis histológicas:  
1- Análise qualitativa da esteatose: microgoticular, quando o acúmulo de 
lipides na célula hepática leva a formação de pequenas gotículas no 
citoplasma da célula, sem o deslocamento do núcleo; macrogotículas 
quando o acúmulo de lipídios forma uma gota grande, deslocando o 




2- Análise semiquantitativa da esteatose: avaliada de acordo com a 
porcentagem de células hepáticas contendo lipídios na amostra 
examinada.  
Grau 0 – ausência ou presença de lipídios em menos de 5% das células 
hepáticas. 
Grau 1 - acúmulo de lipídios comprometendo  5 – 33% das células. 
Grau 2 - acúmulo de lipídios comprometendo  33 – 66% das células. 
Grau 3 - acúmulo de lipídios comprometendo  > 66% das células. 
 
3- Balonização das células hepáticas é uma alteração degenerativa 
caracterizada por acúmulo de água e eletrólitos no interior da célula 
hepática, tornando-as tumefeitas e aumentadas de volume. Realizada 
análise semiquantitativa de tal forma que: 
Grau 0 – ausência 
Grau 1 – raras células tumefeitas 
Grau 2 – células intensamente tumefeitas 
 
4- Análise semi quantitativa da Inflamação portal e lobular: 
Escore 0 – ausência de inflamação 
Escore 1 – inflamação mínima ou discreta 
Escore 2- inflamação moderada 
Escore 3 – inflamação acentuada  
 
5- Análise semiquantitativa da necrose hepatocelular 
Escore 0- ausência de necrose 
Escore 1- raros focos esparsos de necrose  
Escore 2- múltiplos focos de necrose 
Escore 3- necrose confluente localizada 





4. Resultados e Discussões 
 
Perfil Lipídico: Experimento 1 
 
 A tabela 4  mostra o perfil lipídico dos animais de 0 a 64 dias  durante a 
realização do experimento, sendo: TC (colesterol total); TG (triglicerídeos); HDL 
(lipoproteína de alta densidade); LDL (lipoproteína de baixa densidade) e 
glicose. 
Tabela 4. Lipídios no soro e glicose. Grupo Controle: 3 animais receberam 
ração comercial sem colesterol e Grupo Experimental (GE): 9 animais 
receberam uma dieta com colesterol por 22 dias; 43 dias e 64 dias. 
Grupos Controle GE-22 dias GE-43 dias GE-64 dias
TC (mg.dL-1) 62.25 ± 4.26 1100.07 ± 87.43 1275.10 ± 109. 1344.55±  200.13
TG  (mg.dL-1) 64.43 ± 3.56 545.61 ± 88.08 591.10 ± 34.96 445.36 ± 30.53
HDL-C (mg.dL-1) 28.82 ± 1.99 28.17 ± 0.86 32.90 ± 4.52 34.41 ± 10.60
LDL-C  (mg.dL-1) 14.56 ± 1.44 405.43 ± 30.15 513.90 ± 50.30 558.30 ± 81.26
Glicose (mg.dL-1) 105.12  ± 8.92 267.21 ± 29.54 188.67  ± 33.68 167.87  ± 24.04  
 
Para a média do grupo controle foram utilizados os do grupo controle ao longo 
do experimento, devido ao grupo controle (GC) ter somente um animal. A 
análise foi realizada como (média ±erro padrão da média). 
 
Perfil Lipídico: Experimento 2 
 
 A tabela 5 mostra o perfil lipídico dos animais de 0 a 89 dias  durante a 
realização do experimento. Grupo Controle: 4 animais receberam ração 
comercial com clorofórmio, 2 animais receberam ração comercial sem 
clorofórmio e Grupo Experimental (GE): 6 animais, receberam uma dieta com 
colesterol de 22 a 89 dias. 
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Tabela 5. Perfil Lipídico no segundo experimento. 
Grupos Controle GE-22 DIAS GE-43 DIAS GE-64 DIAS GE-82 DIAS GE-89 DIAS
TC (mg.dL-1) 67.03± 4.50 1737.66±73.32 1466.00±131.26 1425.4±163.13 1380.5±66.46 1808.0±322.8
HDL-C (mg.dL-1) 32.16± 2.34 13.84±2.29 14.89±2.38 10,292±2,77 15.09±0.48 12.80±4.41
LDL-C  (mg.dL-1) 17.53±2.16 393.68±28.50 314.42±37.21 343.84±153.76 354.77±30.76 494.33±109.89
Glicose (mg.dL-1) 158.25±13.88 296.6±12.25 202.8±10.77 171.5±10.00 177.5±30.76 185.0±13.85
 
 
 As quantificações foram realizadas a partir do soro e dos plasmas 
obtidos dos animais durante a coleta. Para a média do grupo controle foi 
utilizado somente o grupo controle, 12 animais. É a média somente do GC, não 
é de todos os animais dos três experimentos analisados. A análise foi realizada 
como (média ±erro padrão da média). Das análises do perfil lipídico dos 
animais constatou-se um aumento da LDL e do TC com a indução da dieta 
hipercolesterolêmica. 
 
ALTERAÇÕES NAS ARTÉRIAS 
 
A Figura 14 apresenta as imagens das artérias coradas com oil red 
tanto do grupo experimental (GE) quanto do controle (GC) de 22 a 64 dias. 
Observa-se a partir desta figura o aumento da espessura da túnica intima da 
aorta dos animais do grupo experimental (GE) em relação ao grupo controle 























Figura 14: As imagens foram obtidas dos grupos 0 a 64 dias de experimento 
das aortas (esquerda do grupo controle (GC) e a direita (GE) o grupo 
experimental). 
As variações das medidas das espessuras das artérias dos animais, ao 
longo do experimento são apresentadas na Tabela 6.  
Tabela 6. Espessura média das artérias no decorrer do procedimento 
experimental. 
Grupos/Dias (média ±EP da média) 
GC 352,67±82,16 
GE 22 286,33±37,55 
GE 43 567,33±86,68 
GE 64 794,67±138,90 
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A Figura 13 apresenta a correlação das espessuras das artérias em relação a 
dieta hipercolesterolêmica de 0 a 64 dias. 
























































Figura 13. Correlação entre as espessuras das artérias dos animais do grupo 
controle e experimentais 22, 43 e 64 dias e perfil lipídico dos animais 
submetidos a uma dieta hipercolesterolêmica ao longo do tempo de dieta. 
A Figura 13 apresenta em nível de p<0,05 os dados são significativamente 
diferentes. As comparações estatísticas foram realizadas usando uma análise 
de variância (ANOVA). 
A partir das imagens das lâminas das artérias constatou-se que a dieta rica em 
colesterol levou ao aumento da túnica intima e á formação da placa de 
ateroma, nas artérias dos animais do grupo experimental e á indução de um 
quadro de aterosclerose. 
ALTERAÇÕES NO FÍGADO 
 
 As Figuras 14 a e b evidenciam diferenças de coloração do fígado, 
apontado com as setas, dos animais do grupo experimental (GE) em relação 
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ao grupo controle (GC), indicando um possível  quadro de esteatose no fígado 
dos animais do grupo experimental (GE).  
A Figura 14 c, d, e e f apresentam as imagens obtidas das lâminas 
histológicas coradas com HE dos fígados dos animais do grupo controle (GC) e 














Figura 14:a) Fígado de coelho do grupo controle (43 dias); b) Fígado de coelho do grupo 
experimental (43 dias); c) Corte histológico de fígado apresentando espaço-porta com 
elementos característicos preservados, vênula hepática terminal preservada e hepatócitos 
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isomorfos distribuídos em padrão trabecular típico. Coelho 7 (GC)-43 dias – HE - 200X; d) 
Corte histológico de fígado demonstrando discreto infiltrado inflamatório linfomononuclear 
portal e lobular  (seta preta). Coelho 9 (GE)-64 dias– HE – 200X ; e) Corte histológico de fígado 
demonstrando hepatócitos balonizados em região perivenular (setas brancas) e focos de 
necrose acompanhados por infiltrado inflamatório misto (setas pretas). Coelho 9  (GE) –64 
dias- HE-200X ;e) Corte histológico de fígado demonstrando esteatose macro e microgoticular 
e mínimo infiltrado inflamatório misto lobular. Coelho 6(GE)-43 dias – HE – 400X 
 
 Os coelhos do grupo controle (GC), não apresentaram um quadro de 
esteatose. O fígado dos animais do grupo experimental, entretanto 
apresentaram balonização difusa ( quando há uma desregulação da entrada e 
saída de água, apresentando um excesso de água na célula), acentuada na 
zona 3 (central) onde se encontram células de Kupffer (macrófagos), 
configurando um quadro de esteatose microgoticular. 
 A tabela  7 mostra a classificação das imagens histológicas do fígado de 
acordo com a balonização, esteatose macroguticular, esteatose microguticular 
e esteatose macro e microguticular.,  
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            De acordo com os resultados da tabela 7 pode se constatar que os 
coelhos 3 e 6 (GE) apresentam células intensamente tumefeitas, que significa o 
aumento dos hepatócitos devido ao acúmulo de água e eletrólitos no interior da 
célula hepática, caracterizando o grau 2 de balonização, e o coelho 6 
apresentando 40 % de esteatose micro e macroguticular, caracterizando o 




PPIX no sangue (primeiro experimento) 
 
O resultados obtido do primeiro experimento é apresentado na Figura 
15, entretanto foram analisadas as amostras dos grupos controle (zero), 22, 43 
e 64 dias. Os espectros de emissão da protoporfirina IX (PPIX) extraída do 
sangue foram obtidos a partir da excitação em 400 nm e medidos no intervalo 
entre 550 e 750 nm. Observam-se 3 picos principais em torno de 590, 632 e 
700 nm, sendo o segundo pico o mais intenso.Para as amostras analisadas do 
grupo controle ao grupo 64 dias, é verificado um aumento do GE em relação ao 
GC, entretanto fizemos a área integrada (603 a 670 nm) para estes grupos 
para melhor visualização da diferença entres os grupos e devido ao pequeno 
numero de animal do GC em relação ao GE. Eram 3 animais do GE para 1 
animal do GC. 
A Figura 15 mostra os espectros de emissão obtidos para os animais 
obtidos após fase de aclimatação, onde se observa uma grande variação da 
intensidade do sinal de emissão de coelho para coelho, devido à diferença de 
metabolismo de cada animal. 






















Comprimento de onda (nm)
Grupo zero
 
Figura 15. Fluorescência das amostras de PPIX extraídas do sangue total do 
grupo 0 após fase de aclimatação. 
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As Figuras 16, 17,18 e 19 mostra a área integrada da PPIX para os 
grupos 22, 43 e 64 dias, respectivamente, onde se observa um aumento da 
emissão da PPIX do grupo experimental em relação ao grupo controle. 



















Figura 16. Área do espectro da emissão da PPIX do grupo controle (GC) e do 
grupo experimental (GE) de 22 dias. 
 

























































Figura18. Área do espectro da emissão da PPIX do GC e do GE de 64 dias. 
 
As Figuras 16,17 e 18 apresentam 1 animal no grupo controle e 3 
animais no grupos experimental , mesmo tendo o número de animais pequeno, 
há diferença estatística em nível de p<0,05  usando uma análise de variância 
(ANOVA). Já, na Figura 19, o GC  apresenta 3 animais ao longo do 
experimento respectivamente, e 3 animais no GE. 
 
 A Figura 19 mostra a evolução da intensidade de emissão da PPIX em 
função do tempo de dieta, nos grupos de 0 a 64 dias. As áreas integradas 
foram realizadas com as médias dos espectros de emissão no intervalo de 550 
e 750 nm, tanto para o grupo controle (GC) como para o grupo experimental 
(GE) ao longo do experimento. 
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Figura 19.  Área do espectro da emissão da PPIX do grupo controle (GC) e do 
grupo experimental (GE) de 0 a 64 dias. 
 
A Figura 16, 17,18 e 19 apresenta em nível de p<0,05 os dados são 
significativamente diferentes. As comparações estatísticas foram realizadas 
usando uma análise de variância (ANOVA). 
 
PPIX no sangue (segundo experimento) 
 
Foram analisadas as amostras dos grupos zero, 22, 43, 64, 82 e 89 dias. 
Neste estudo as amostras foram excitadas em 400 nm e o sinal de 
fluorescência da PPIX foi medido entre 550 e 750 nm.  
A          Figura 20 mostra a variação da intensidade (o pico de emissão 
da PPIX) em 632 nm, com alteração de coelho para coelho, mesmo sem a 
indução de uma dieta hipercolesterolêmica na fase de aclimatação, entretanto 
com o número de animais maior n=6 para os animais do GC e do GE. 
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         Figura 20. Fluorescência das amostras de PPIX extraídas do sangue 
total do grupo 0 (aclimatação) num total de 12 animais. 
 
A Figura 21 apresenta a área integrada da PPIX extraída após  22 dias 
de experimentação.Os coelhos de 1 a 4 são animais do grupo controle (GC) 
que receberam ração comercial molhada com clorofórmio e os animais de 7 a 
12, pertencem ao grupo experimental (GE) que receberam ração  (1 % de 
colesterol diluído em clorofórmio). 
Os animais 5 e 6 receberem somente ração comercial sem dieta e 
clorofórmio, para que pudesse ser avaliado se o clorofórmio seria citotóxico ao 
fígado, o que poderia acometer o estresse oxidativo ou a balonização das 
células.  Entretanto foi verificado que o fígado tanto os animais que receberam 
somente ração comercial (os coelhos 5 e 6), como dos animais que receberam 
ração homogeneizada com clorofórmio(os coelhos 1 a 4), apresentaram a 
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estrutura  preservada e com o mesmo aspecto (coloração avermelhada). Desta 
forma concluiu-se que o clorofórmio em si não provoca mudanças químicas ou 
biológicas na estrutura do fígado. Em cada grupo (GC) e (GE) temos 6 animais 
respectivamente.  
 























Figura 21.  Área do espectro da emissão da PPIX do grupo controle (GC) e do 
grupo experimental (GE) de 22 dias. 
 
Na Figura 22 apresenta a área integrada do grupo 43 dias da emissão da 
PPIX, a quantidade de animais para o GC são  5 e no GE são 6 animais. A 
partir de 43 dias o bserva um aumento maior do GE em relação ao GC. 
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Figura 22. Área do espectro da emissão da PPIX do grupo controle (GC) e do 
grupo experimental (GE) de 43 dias. 
A Figura 23 apresenta a área integrada do grupo 64 dias da emissão da PPIX, 
a quantidade de animais para o GC são 5 e no GE são 6 animais. A partir de 
43 dias observa um aumento maior do GE em relação ao GC. 























Figura 23. Área do espectro da emissão da PPIX do grupo controle (GC) e do 
grupo experimental (GE) de 64 dias. 
A Figura 24 apresenta 5 animais em cada grupo GC e GE. Observa  que o GC 


























Figura 24. Área do espectro da emissão da PPIX do grupo controle (GC) e do 
grupo experimental (GE) de 82 dias. 
 
A Figura 25 mostra os espectros de emissão para o grupo controle (GC) 
dos coelhos 2, 4 e 5 e o grupo experimental (GE) para os coelhos 8, 9 e 10 
antes da administração do ALA via intravenoso. 

























Figura 25.  A área dos espectros de emissão da PPIX para o grupo controle 




A Figura 21 a 25 apresenta em nível de p<0,05 os dados são 
significativamente diferentes. As comparações estatísticas foram realizadas 
usando uma análise de variância (ANOVA). Todas as figuras utilizou a linha 
base (baseline).  
 
Os resultados apresentados das Figuras 21 a 25 mostram que a intensidade 
do sinal de emissão da PPIX no sangue foi maior no GE que no GC, permitindo 
um estadiamento do processo aterosclerótico. Peng e colaboradores
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demonstraram que a PPIX reflete o conteúdo de macrófagos na placa 
aterosclerótica. Assim, como hipótese propõe-se que o aumento do número de 
monócitos estimulados pelo crescimento da placa de ateroma  ao processo de 
angiogênese.  
A angiogênese induz a proliferação e migração de células endoteliais e  
musculares lisas, como a expressão de mediadores inflamatórios por essas 
células, contribuindo assim, para a instabilidade da placa. E este aumento da 
PPIX no sangue proporcionalmente ao nível de colesterol poderia decorrer do 
aumento do número de macrófagos estimulados pelo crescimento da placa de 
ateroma e neovascularização. 
 
A Figura 26 mostra a emissão de fluorescência da PPIX após 
administração do ALA para o grupo controle (GC) dos coelhos (4 e 5, sendo o 2 
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Figura 26. Fluorescência das amostras de PPIX para o grupo controle (GC) e o 
Grupo experimental (GE) após administração do ALA. 
 
 Observa-se a partir da Figura 26 um aumento da fluorescência da 
protoporfirina IX, extraída do sangue coletado 2 horas após a administração 
intravenosa de ALA. Este aumento ocorre, pois o ALA é o precursor da 
protoporfirina IX, entretanto o animal 8 não foi observado um aumento da 
emissão da PPIX.  
 A Figura 27 mostra a evolução da intensidade de emissão da PPIX em 
função do tempo de dieta, mostrando um aumento significativo da intensidade 
do sinal de emissão da PPIX do grupo experimental em relação ao controle e 
ainda um aumento gradativo do grupo experimental (GE) aos longos dos dias. 
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Figura 27. Histograma que resume os resultados obtidos a partir da área do 
sinal de fluorescência dos grupos 0, 22, 43, 64, 82 e 89 dias do grupo controle 
(GC) em comparação ao grupo experimental (GE). 
             O teste estatístico ANOVA, considerando p <0,05 apresentou diferença 
estatística entre o GC e o GE, tanto para o teste pareado e independente 
apresentando o valor de p=0,01353 e p=0,01765. 
 
 A Figura 28 mostra um histograma da PPIX após administração do ALA para 
o grupo 89 dias, o grupo controle (GC) dos coelhos (4 e 5, sendo o 2 com PBS) 
e os coelhos (9 e 10, sendo o 8 com PBS) do grupo experimental (GE). Esta 
figura mostra que com a administração intravenosa do ALA há um aumento do 
sinal da fluorescência da protoporfirina IX, tanto em relação ao grupo controle 
(GC) quanto ao grupo experimental (GE).  
No entanto a razão dos sinais de emissão entre o grupo experimental e o grupo 
controle com ou sem ALA permanece praticamente igual. Para o cálculo da 
área integrada o GC  S/ALA e o GE S/ALA utilizou 3 animais e para o GC 
C/ALA e o GE S/ALA utilizou 2 animais respectivamente. Pelo teste estatístico 
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One – Way ANOVA á nível de p <0,05 apresentou diferença estatística entre o 
GC e o GE, com ALA e sem ALA. 





























GC S/ALA-grupo controle sem ALA;
GE S/ALA-grupo experimnetal sem ALA;
GC C/ALA- grupo controle com ALA;
GE C/ALA-grupo experimental com ALA.
 
 Figura 28. A área integrada da PPIX extraída antes e após administração 
intravenosa do ALA para os animais com 89 dias. Coletado 2 horas após 
administração do ALA. 
 
PPIX no sangue (terceiro experimento) 
 
 A Figura 29 mostra o histograma da PPIX após administração do ALA, 
via oral para o grupo 33 e 59 dias, para o grupo controle com ALA (GC ALA) e 
para o grupo experimental com ALA (GE ALA). Esta figura mostra o aumento 
da emissão do sinal da fluorescência da PPIX, tanto em relação ao grupo 
controle (GC) ao longo do experimento, como em relação ao GC com ALA e o 
GE com ALA.  
Observa-se o aumento maior da emissão da PPIX do GE com ALA, por ser o 
precursor da protoporfirina IX. Pelo teste estatístico One – Way ANOVA á nível 
de p <0,05 apresentou diferença estatística entre o GC ALA 33 e 59 e o 
GEALA 33 e 59, com ALA e sem ALA.  
A partir da administração via intravenosa do ALA há um aumento de 3x da 
emissão da PPIX para a coleta de sangue após 2 horas, para o grupo 
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experimental (GE), e para o grupo controle (GC) há um aumento de 2x 
aproximadamente da emissão da protoporfirina IX. 
 Com a administração do ALA via oral há o aumento da emissão da PPIX para 
o GC é de aproximadamente 2x e para o GE um aumento de 3x a emissão da 
PPIX, para a coleta de sangue após administração do ALA via oral após 3 e 4 
horas. 
Pelos resultados da Figura 29, o melhor resultado seria a administração do 
ALA via intravenosa pelo aumento da emissão da PPIX, além de menos 
reagentes e concentração de 30 mg/Kg, e sobretudo a coleta após duas horas 
da administração do ALA, em menor tempo, conforme literatura , entretanto 
será necessário um estudo mais detalhado da administração via oral e 
intravenosa, e os tempos de coleta dos animais. 










GC- grupo controle ao longo do experimento;
GC ALA 33- grupo controle com ALA coleta de 3h  após administração de ALA via oral;
GC ALA 59- grupo controle com ALA coleta de 4h após administração de ALA via oral;
GE ALA 33-grupo experimental com ALA coleta de 3h  após administração de ALA via oral;












Figura 29: A evolução da PPIX extraída após administração via oral do ALA 
para os grupos 33 e 59 dias. Coletado entre 3 e 4 horas após administração do 
ALA. 




A Figura 30 apresenta a emissão da PPIX extraída do fígado dos 
animais do grupo controle (GC) e o grupo experimental (GE) com 89 dias, no 
qual se evidencia o aumento da emissão da PPIX. O fígado produz 70% da 
LDL, e assim 30% provenientes da dieta não influenciam no aumento de 
emissão da protoporfirina IX , pois a LDL é excretada pela bile pelo transporte 
reverso do colesterol, diminuindo  assim um acumulo de colesterol no sangue e 
no fígado, diferente da hipótese que com o aumento da PPIX no sangue, 
acarretaria proporcionalmente um aumento da porfirina no fígado, mas só 
ocorre com a administração do ALA. 
 


































Figura 30. Intensidade de emissão da PPIX extraída dos fígados dos animais 





  A Figura 31 apresenta a emissão da PPIX extraída do fígado com a 
comparação do grupo 82 e 89 dias, grupo controle (GC) e o grupo experimental 
(GE). No entanto para os animais do grupo 89 dias foi administrado ALA.   Para 
cada grupo (GC E GE) 82 e 89, foi utilizado média de 3 animais em cada 
grupo, respectivamente. 





















Figura 31. Área do espectro da emissão da PPIX extraída do fígado do grupo 
controle (GC) e o grupo experimental (GE) 82 dias e o grupo controle (GC) e o 
grupo experimental (GE) 89 dias após administração do ALA 
 
 
 Observa-se através dos resultados da Figura 31 que houve um aumento 
do sinal de emissão do GC e GE 89, entretanto não apresentou diferença 
estatística entre os grupos. Entretanto, desta forma verifica-se que o ALA 
possibilita a diferenciação entre os grupos, assim como o sinal de emissão da 
porfirina no fígado. 
 
Porfirina nas Fezes (segundo experimento) 
 
A Coproporfirina, ou a porfirina nas fezes, apresenta um sinal de 
emissão, com picos em 613 nm e 676 nm a partir da excitação em 400 nm. 
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Foi realizado um estudo para determinar o protocolo para a obtenção da 
melhor quantidade fecal e o volume para a maior emissão do sinal de 
coproporfirina. 
Este estudo foi realizado (em triplicata) com o coelho 6 que recebeu 
ração comercial sem clorofórmio durante todo o experimento. 
A tabela 8 apresenta a razão entre a massa de 0,10g para volumes de 
acetona variáveis.  
Tabela 8. Quantidade de fezes fixa para o estudo do melhor volume de 
acetona para a massa fecal. 
 Quantidade de fezes 
mg 
Quantidade de Acetona 
L 
1 0,10 0 
2 0,10 100 
3 0,10 200 
4 0,10 300 
5 0,10 400 
6 0,10 500 
7 0,10 600 
8 0,10 700 
9 0,10 800 
10 0,10 900 
11 0,10 1000 
12 0,10 1100 
13 0,10 1200 
 
 A Figura 32 apresenta a variação do sinal de emissão da coproporfirina 
considerando diferentes volumes de acetona para a massa fecal fixa de 0,10 g. 
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Figura 32. Os espectros de emissão foram obtidos em triplicata de cada 
quantidade de massa fecal e volume. 
 
Na Figura 33 é apresentada á área do espectro da massa fecal/volume 
no intervalo de 613 a 676 nm. Observa- se que o máximo de intensidade do 
sinal ocorre para uma faixa entre 400 e 600 L. 
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Figura 33. A área integrada da média da massa fecal/volume (em triplicata). 
 
A tabela 9 mostra o procedimento (em triplicata) usado para obtenção da 
melhor quantidade de fezes. Neste caso fixou-se a quantidade de acetona em 










Tabela 9. Variações das massas fecais. 
 Quantidade de fezes 
mg 
Quantidade de Acetona 
L 
1 0 400 
2 0,10 400 
3 0,20 400 
4 0,30 400 
5 0,40 400 
6 0,50 400 
7 0,60 400 
8 0,70 400 
9 0,80 400 
10 0,90 400 
 
Na Figura 34 observamos os espectros de emissão da coproporfirina 
variando as massas fecais, onde se observa que a melhor massa fecal foi de 
0,10g.Observa um sinal muito intenso com emissão de banda em 625 e 725 
nm ,que pode ser devido a abertura da fenda. Foi utilizado o mesmo animal (o 
coelho 6), que recebeu somente ração comercial (GC). 
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            Figura 34. Os espectros de emissão para a melhor quantidade de 
massa fecal. 
 
A Figura 35 mostra o histograma da melhor massa fecal obtida pelas 
médias dos coelhos (triplicata de massa) e adotando o erro padrão da média. 
De acordo com a Figura 35 quanto maior a massa fecal para um mesmo 
volume, menor o sinal de emissão da coproporfirina. A melhor quantidade de 
fezes foi 0,10 g de massa fecal para 400 L. Desta forma sugere-se que a 
razão massa fecal/volume de acetona seja sempre 0,10g de fezes para cada 



























Quantidade de fezes (g)
 
                     Figura 35. Área integrada das médias das massas fecais.  
 
 A partir da obtenção da melhor quantidade de volume e massa fecal, 
semanalmente foram recolhidas as fezes dos animais para o estudo de um 
possível biomarcador de aterosclerose.  
 As Figuras 36, 37,38 e 39 apresentam os espectros de emissão da 
porfirina nas fezes para os grupos 68, 75, 82 e 89 dias, respectivamente. O 
aumento do sinal de emissão da Coproporfirina no GE pode ser explicado pela 
indução da dieta hipercolesterolêmica e também pelo transporte reverso do 
colesterol.  
A LDL circula pelo sangue, mas é excretada pela bile. O fígado secreta o 
colesterol livre diretamente na bile ou converte em ácidos biliares, excretando 
nas fezes, pois o colesterol endógeno é sintetizado pelo fígado, em um 
processo compensatório, no qual quanto maior a ingestão de colesterol 
proveniente da alimentação, menor é a quantidade sintetizada pelo fígado, e 














































Figura 36. O gráfico mostra a intensidade de emissão da porfirina nas fezes 
para o grupo 68 dias. 
 





































Figura 37. O gráfico mostra a intensidade de emissão da porfirina nas fezes 
para o grupo 75 dias. 
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Figura 38. O gráfico mostra a intensidade de emissão da porfirina nas fezes 
para o grupo 82 dias. 
 































Figura 39. O gráfico mostra a intensidade de emissão da porfirina nas fezes 
para o grupo 89 dias. 
73 
 
A Figura 40 apresenta a área integrada dos espectros de fluorescência 
da coproporfirina ao longo da dieta, de 68 a 89 dias. O intervalo usado para a 
área integrada da Coproporfirina foi de 613 a 676 nm. Observa-se um aumento 
significativo do grupo experimental (GE) ao longo da dieta 
hipercolesterolêmica. O teste estatístico ANOVA, considerando p <0,05 
apresentou diferença estatística entre o GC e o GE, tanto para o teste pareado 
e independente apresentando o valor de p= 0,03878 e p= 0,04886 entre os 
grupos. 
 
























Figura 40. A área integrada da evolução de emissão da coproporfirina (grupos 
68 a 89 dias). 
 
Porfirina nas Fezes (segundo e terceiro  experimento) 
 
 A Figura 41 representa o histograma da área integrada da 
coproporfirina ao longo da dieta realizada durante o segundo e o terceiro 
experimentos. As amostras foram lidas no mesmo dia no espectrômetro 
Spectramax M4 Molecular Devices.  A Figura 41 apresenta o aumento da 
emissão da coproporfirina ao longo da dieta do grupo controle (GC) ao grupo 
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experimental (GE) 89 dias de dieta. Observa um erro pequeno, devido às 
medidas terem sido lidas no mesmo dia, aumentando o número de animais e 
assim diminuindo o erro estatístico. O teste estatístico ANOVA, considerando p 
<0,05 apresentou diferença estatística entre o GC e o GE, para o teste pareado 
apresentando o valor de p= 0,02194 entre os grupos.  
Estes resultados são das amostras que foram armazenadas e 
reanalisadas no final do experimento correspondentes as Figura 41 e  42.Os 
resultados do histograma da Figura 41 mostra que é possível ter um  
diagnóstico precoce pelas análise das fezes ao longo da indução da dieta 
hipercolesterolêmica. 
 






















Figura 41: A área integrada da evolução da emissão da coproporfirina (grupos 
0 a 89 dias). 
 
 A Figura 42 apresenta o histograma das fezes após administração via 
oral do ALA com um período de 24 horas. A figura apresenta o grupo 



























Figura 42: A área integrada do sinal de fluorescência da PPIX extraída dos 
animais do grupo controle (GC) e do grupo experimental 34 (GE 34) após 24 
horas de administração do ALA via oral. 
A Figura 42 apresenta pelo teste estatístico One – Way ANOVA á nível de p 
<0,05 apresentou diferença estatística entre o GC e o GC 34 dias, sendo o GC 
os animais que não receberam o ALA.A partir de 24 horas via oral o ALA e 
eliminado pelas fezes mostrando ser um potencial biomarcador . 
Com a administração do ALA é verificado um  aumento do sinal de emissão da 
porfirina no sangue e fígado, e nas fezes, a Coproporfirina. O aumento do ALA 
é devido ao “feed back” negativo101, sendo um percursor da PPIX na via 
biossintética do grupo heme. 102Assim, na presença de excesso de ALA, a 







5. Conclusões  
 
 A dieta hipercalórica permitiu a indução da aterosclerose em coelhos.  
 O perfil lipídico indicou um aumento do colesterol total e da LDL nos 
animais do grupo experimental.  
 Verificou-se um aumento da espessura da camada íntima com formação 
de placa de ateroma após 43 dias da indução de uma dieta 
hipercolesterolêmica.  
 Os fígados dos animais do grupo experimental apresentaram um quadro 
de esteatose microguticular. 
 Verificou-se o aumento da intensidade de emissão da PPIX no sangue e 
da coproporfirina nas fezes com o estadiamento do processo aterosclerótico.  
 A administração de ALA apresentou um aumento do sinal de emissão da 
PPIX no sangue. O ALA apresentou um efeito positivo na diferenciação entre o 
sinal de emissão da PPIX entre os grupos GC e GE. 
Assim, os resultados sugerem que a PPIX pode ser considerada um 
biomarcador da aterosclerose tanto nas fezes como no sangue, e por ser um 





6.   ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO PERÍODO 
 
Artigo publicado: 
M. Nascimento da Silva, L. B. Sicchieri, F. Rodrigues de Oliveira Silva, M. F. 
Andrade, and L. C. Courrol, "Liquid biopsy of atherosclerosis using 
protoporphyrin IX as a biomarker," Analyst 139, 1383-1388 (2014). 
 
Trabalhos apresentados em conferências: 
1. Participação no XIX Congresso Brasileiro de Aterosclerose com o 
trabalho “Correlação entre o crescimento da placa de ateroma e a 
fluorescência da protoporfirina IX no sangue e fezes”, participação no 
formato oral, concorrendo ao Prêmio Categoria Básica; 
2. Participação no Congress Antioxidants and Redox Process in Health 
20132- Bilateral Meeting Brazil- Japan, com o trabalho “The relationship 
between the increases the oxidative process of atherosclerosis with 
photoporphyrin”, participação no formato poster. 
3. Participação no 16th International Congress on Photobiology, 
Atherosclerosis Diagnosis by Stool, de 8 a 12 de Setembro de 2014, na 
Universidad Nacional de Córdoba, Córdoba, Argentina, participação no 
formato pôster.  
4. Participação no XXIV Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica 
(XXIV CBEB 2014) com o trabalho “A análise da Fluorescência do 
sangue de coelhos submetidos à dieta hipercolesterolêmica”, 





7. Referências Bibliográficas 
 
                                                             
1 Fiuza, Manuela. Síndrome metabólica e doença coronária. Rev. Port. 
Cardiol,vol.31,n.12,p. 779-782, nov.2012.  
 
2 Santos, R.D. et al. Sociedade Brasileira de Cardiologia.I Diretriz sobre o 
consumo de gorduras e saúde cardiovascular. Arq. Bras. 
Cardiol,vol.100,n.1,p.1-40,2013.  
 
3 Barbosa, Kiriaque Barra Ferreira et al. Estresse oxidativo: conceito, 
implicações e fatores modulatórios. Rev. Nutr,vol.23,n.4,p.629-643,2010. 
 
4 Vellosa JCR et al. Alterações Metabólicas e Inflamatórias em condições 
de estresse oxidativo. Rev. Ciên Farm Básica Apl.; vol.34,n.3:p.305-312,2013. 
 
5 Segrest, J.P.; Jones, M.K.; et al. Structure of apolipoprotein B-100 in low 
density lipoproteins. Journal of lipid research, v. 42, n. 9, p. 1346–67, 2001. 
 
6 Bassani, Lilian. Perfil lipídico de pacientes cirróticos: correlação com 
marcadores de prognóstico child-pugh, meld, variáveis  bioquímicas e os 
genótipos do vírus da hepatite .Dissertação (Mestrado em Ciências da 
Saúde) -Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre, 2011. 
 
7AnatpatUnicamp. Disponível em: <http: 
http://anatpat.unicamp.br/talipoproteina. html>. Acesso em 14/12/14.   
 
 
8 Sposito, Andrei C. et al. IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e 
Prevenção da Aterosclerose: Departamento de Aterosclerose da 
Sociedade Brasileira de Cardiologia. Arq. Bras. Cardiol,vol.88,n.1,p.2-
19,2007. 
 
9 Missel, Eduardo et al. Relationship between lipid profile and coronary 
plaque burden: an intravascular ultrasound analysis. Rev. Bras. Cardiol. 
Invasiva,vol.17,n.1,p.88-93,2009.  
 
10Cardiovascular II- Pressão Arterial. Disponível em: 
<http://fisioexfisio.blogspot.com.br/2013/05/cardiovascular-parte-ii-pressao-
arterial.html>. Acesso em 14/12/14. 
 
 
11 III Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemias e Diretriz de Prevenção da 
Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira 




                                                                                                                                                                                  
12 SIQUEIRA, Antonela F.A et al. LDL: da síndrome metabólica à 
instabilização da placa aterosclerótica. Arq Bras Endocrinol 
Metab,vol.50,n.2,p.334-343, 2006.  
 
13 Nordestgaard BG, Chapman MJ, Ray K, et al. Lipoprotein(a) as a 
Cardiovascular Risk Factor: Current Status on behalf of the European 
Atherosclerosis Society Consensus Panel. Eur Heart J 2010. 
 
14Jarpa, Carlos.Thickness of Carotid Intima-media as a Predictor of 
Cardiovascular Event. Systematic Review of the Literature International 
Journal of Morphology, vol: 31, n.1 p.293 -300, 2013. 
  
15 Engelhorn e cols. Espessamento médio -intimal na origem da artéria 
subclávia  direita como marcador precoce de risco Cardiovascular. Arq 
Bras Cardiol 2006; vol.87: p.609-614,2006. 
 
16 Trindade, Rodrigues Bruno. Macrófagos Espumosos:estudo comparativo 
entre placas de aterosclerose em seres humanos e fígados de bovinos. 
Dissertação (Mestre em Ciências).Universidade Federal de Goiás ,2006. 
 
17 Paiva MS, et al. Proteína C-Reativa como Marcador Prognóstico Pós-
Intervenção Coronária Percutânea. Rev Bras Cardiol Invas, vol.14,n.1,p. 71-
75,2006. 
 
18 Santana, Bento Chaves André.Resposta Inflamatória Cardiosvascular 
associada ao Sistema renina-angiotensina e á dieta hiperlídica.Dissertação 
(Mestre em Ciências).Instituto de Ciências Biomédicas. São Paulo, 2013. 
 
19 Barros, Santos dos Edilberto.Associação entre níveis séricos de 
mediadores inflamatórios e aspectos da doença coronária subclinica em 
pessoas muitos idosas.Dissertação (Mestre em Educação Física). 
Universidade Católica de Brasília, 2012. 
  
20 Kazuma,Megumi Soraia. Expressão de fragmentos variáveis de cadeia 
simples anti-LDL eletronegativa (scFv) em Pichia pastoris e seu efeito 
sobre a formação de células espumosas. Dissertação(Mestre em Ciências) 
.Faculdade de Ciências Farmacêuticas  da Universidade de São Paulo,2010. 
 
21 Castro, de Aparecida Cynthia.Lesão aterosclerótica,capacidade 
antioxidante e histopatologia de camundongos apo e +/- alimentados com 
acai (Euterpe Edulis Martius) e submetidos ao treinamento 
físico.Dissertação (Mestre em Ciências).Universidade Federal de Viçosa,2011. 
 
22 Portilla, Eliana C et al. Cellular and molecular mechanisms of 
atherothrombosis. Rev. Colomb. Cardiol.vol.21, n.1, p. 35-43,2014. 
 
23 Furtado RG, et al. Placa de aterosclerose em aorta:revisão sobre 
aterogênese, formação de placa,significado clínico, métodos de imagens 
80 
 
                                                                                                                                                                                  
e tratamento.Rev. Bras.Ecocardiogr.imagem cardiosvas vol.22,n.2, p.:27-
39,2009. 
 
24 Silva SH, Moresco, RN – Biomarcadores cardíacos na avaliação da 
síndrome coronariana aguda. Sci Med. vol.21,n.3,p.132-142,2011. 
 
25 Ferreira, Ala et al. Radicais livres: conceitos, doenças 
relacionadas,sistema de defesa e estresse oxidativo. Rev.Ass.Med.Brasil, 
vol.43.n.1,p.: 61-8,1997. 
 
26 Gottlieb MGV, Bonardi G,Moriguchi EH. Fisiopatologia e aspectos 
inflamatórios da aterosclerose. Scientia Medica, Porto Alegre: PUC 
RS,v.15,n.3,jul./set.2005 
 
27 Khayat, da Cunha Tannus. Comportamento do risco para doença 
Aterosclerótica Coronáriana população de Inhangé.Dissertação (Mestre em 
Ciências)-Universidade Federal do Pará,2005. 
 
28 Konstantinov,E Igor et al.Nikolai N.Anichkov and His Theory of 
Atherosclerosis.Text Heart Ins J,vol.33,n.4,p.417-423,2006. 
 
29  Dornas et al. Aterosclerose experimental em Coelhos. Arq. Bras. 
Cardiol,vol.95,n.2,p.272-278, 2010. 
 
30  Kritchevsky D. Dietary protein, cholesterol and atherosclerosis:a review 
of the early history.J Nutri, vol.125,n.3,p.587S-593S,1995. 
 
 
31 Sun, YP et al. Effects of cholesterol diets on vascular function and 
atherogenesis in rabbits.Exp Biol Med,vol.224.n.3,p.166-71,2000. 
 
32 Nagashima, M et al. Cloning and mRNA tissue distribution of rabbit 
cholesterly ester transfer protein. J Lipid Res,vol 29,p.1643-9,1988. 
 
33 Schoenhagen, Paul  and  Tuzcu, E. Murat. Métodos por imagem da 
aterosclerose em estudos de progressão/regressão: marcador substituto 
ou janela direta para o processo patológico da aterosclerose?Arq. Bras. 
Cardiol, vol.91, n.6, p.418-431,2008. 
 
34 Silva, C Daniela e C, Gisele. Relações Patofisiológicas entre estresse 
oxidativo e arteriosclerose. Quim. Nova, Vol.34, n º 2, p.300-305,2011 
 
35 Costa et al. Apolipoproteínas, lipídeos, proteína-C ultrassensível e 
gravidade da doença arterial coronariana,Rev Bras Cardiol, vol.26,n.3,p.158-
66,2013. 
 
36 Abdalla, Dulcinéia Saes Parra  and  SENA, Karine Cavalcanti Maurício de. 
Biomarcadores de peroxidação lipídica na aterosclerose. Rev. Nutr. vol.21, 
n.6, p. 749-756,2008. 
81 
 
                                                                                                                                                                                  
 
37 Cardoso, Ana Paula Zambuzi et al. Aspectos clínicos e socioeconômicos 
das dislipidemias em portadores de doenças cardiovasculares. Physis, 
vol.21, n.2.p.417-436,2011. 
 
38R. L. Lipson, J. H. Pratt, E. J. Baldes et al., Hematoporphyrin Derivate for 
Detection of Cervical Cancer and Gynecology, vol.4, n.1.p.78,1964. 
 
39 Spears,JR et al.Fluorescence of Experimental Atheromatous Plaques, 
with Hematoporphyrin Derivate.Journal of Clinical 
Investigation,vol.2,n.71,p.395-399,1983. 
 
40 Ribeiro, Mazini Natália. Estudos de uma ftalocianina conjugada a BSA 
como agente ativo na Terapia Fotodinâmica. Dissertação (Mestre em 
Ciências Biológicas), Universidade do Vale do Paraíba, 2009. 
 
41 MACHADO, Antonio Eduardo da Hora. Terapia fotodinâmica: princípios, 
potencial de aplicação e perspectivas. Quím. Nova , vol.23, n.2, pp. 237-
243,2000. 
 
42 KRISHNAMURTHY P., XIE T., SCHUETZ J. D., The role of transporters in 
cellular heme and porphyrin homeostasis. Pharmacology & Therapeutics 
.vol.114, p.345–358,2007. 
 
43 Emilio, Rodrigues Claudia. Comparação da eficácia do ácido 5-
aminolevulinico com a de seu metil éster utilizando a terapia fotodinâmica 
no tratamento de Carcinoma Espinocelular Felino. Dissertação  (Doutorado 
em Ciências).Instituto de Pesquisas Enérgeticas Nucleares, São Paulo,2008 
 
44 Jorge, Gonçalves Stefano. Porfirias hepáticas. Disponível em: 
<http://www.hepcentro.com.br/porfiria.htm> Acesso em 14/12/2014. 
 
 
45 Silva, R. C., Perussi, J. R., Avaliação da eficiência fotodinâmica de 
fotossensibilizadores com aplicação em terapia fotodinâmica. Dissertação 
(Mestre em Ciências)-Universidade de São Paulo,Instituto de Química de São 
Carlos,2007. 
 
46 GROTTO, Helena Z. W.. Fisiologia e metabolismo do ferro. Rev. Bras. 
Hematol. Hemoter, vol.32, suppl.2, pp. 08-17,2010. 
 
47 Torezan L, Niwa ABM, Festa Neto C. Terapia fotodinâmica em 
dermatologia: princípios básicos e aplicações. An Bras Dermatol. 
Vol.5.n.85.p.445-59,2009.  
 
48 Bénard H., et al.Porphyries. J. B. Baillière et Fils (eds.), Paris, 1958. 
 
35Ajioka R. S.et al. Review Biosynthesis of heme in mammals. Biochimica et 
Biophysica Acta, p.723–736. 2006. 
82 
 
                                                                                                                                                                                  
 
49 Dinardo CL, et al. Porfirias: quadro clinic, diagnostic e tratamento. Rev 
Med n.,vol.2,n.89,p.106-14, abril/Jun ,2010. 
 
50 Kennedy,JC; Pottier, RH;Pross, RH. Photodynamic therapy with 
endogenous protoporphyrin IX: basic principles and present clinical 
experience. Journal of photochemistry and photobiology. B, Biology, n.6,p.143-
148,1990. 
 
51 Lopez, R.F.V; Lange, N; Guy, R;Bentley;MVLB. Photodynamic therapy of 
skin cancer: controlled drug delivery of 5-ALA and its esters.  Advanced 
drug delivery reviews,n.56,p.77-94,2004. 
 
52 Silva, Flávia Rodrigues de Oliveira. Diagnóstico de Câncer de Próstata 
baseado nos métodos de caracterização espectroscópica de porfirinas no 
sangue e de quantificação de Citrato na urina através do complexo 
Európio- Oxitetraciclina. Tese (Doutorado em Ciências.) Universidade 
Federal de São Paulo, (2011). 
 
53Fonte:<http://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2013/pp/c2pp25271f>Acesso 
em 13/12/2014.  
 
54 Ghadially, FN; Neish, WJP. Porrphyrin Fluorescence of Experimentally 
Produced Squamous Cell Carcinoma. NATURE, vol.188,n.4756,p.1124-
1124,1960. 
 
55 Li, Xin;Zhou, Zhao Pin; Hu,Li; Zhang, Wen Jie and Li,Wei. Apoptotic cell 
death induced by 5-aminolaevulinic acid-mediated photodynamic therapy 
of hypertrophic scar-derived fibroblasts.The Journal of dermatological 
treatment,vol.25,p.428 -33,2014. 
 
56 Carollo, Aline Regina Hellmann . Influência do ácido oléico como 
promotor de absorção cutânea para o ácido 5-aminolevulínico na terapia 
fotodinâmica do câncer de pele: estudos 'in vitro' e 'in vivo' em modelo 
animal. Dissertado (Doutorado em Ciências),Universidade de São Paulo,2007. 
 
57 Chung, Man-Chin et al. Latenciação e formas avançadas de transporte de 
fármacos. Rev. Bras. Cienc. Farm,vol.41, n.2, pp. 155-180,2005. 
 
 58Peng et al. Detection and photodynamic therapy of inflamed 
atherosclerotic plaques in the carotid artery of rabbits.Journal of 
Photochemistry and Photobiology B: Biology ,vol.102,p.26-31,2011. 
 
59  Kwon OCY et al.Fluorescence kinetics of protoporphyrin-IX induced from 
5-ALA compounds in rabbit postballoon injury model for ALA-




                                                                                                                                                                                  
60 Rimington  C., Kennedy G.Y. Comparative Biochemistry. M. Florkins e H. 
S. Mason (ed.),  Academic Press, New York,vol.4, p.557, 1962. 
 
61 FALK J.E. Porphyrins and Metalloporphyrins.Elsevier Publishing Company, 
Amsterdam, vol.2, 1964. 
 
62 Kennedy,JC; Pottier, RH;Pross, RH. Photodynamic therapy with 
endogenous protoporphyrin IX: basic principles and present clinical 
experience. Journal of photochemistry and photobiology. B, Biology, n.6,p.143-
148,1990. 
 
63 Lascelles J. Tetrapyrrole Biosynthesis and its Regulation W. A. Benjamim, 
Inc., New York, 1964. 
 
64 Silva, Martins Alcido. Metabolismo das Porfirinas. Revista das Ciências 
Médicas da Universidade de São Lourenço Marques, vol.5,p.19/141,1970. 
 
65 Gadajdos A. Médicine et Biochemie Mason et Cie. (ed.), Paris, 1967. 
 
66 Delwaid.ELWAID P.et al.Ann. Biol Clin. Vol.26: n.987, 1968. 
 
67 Barnes H.D.S. Af. J. Lab. Clin. Med. 5: 177, 1963. 
 
68 Sano S., Rimington C. Biochem. J. 86: 203, 1963.  
 
69 Schmid R. J. B. Stanbury, et al.ed.), McGraw-Hill, New York, 1966. 
 
70 French JM  et al.RENCH J.M., ENGLAND M.T., LINES J., THONGER E. Arch 
.Biochem. Biophys. 107: 404, 1964. 
 
71
 Delwaid.ELWAID P.et al.Ann. Biol Clin. Vol.26: n.987, 1968. 
 
72 Eales L., Saunders S.J. Af. J. Clin. Med. 8: 127, 1963. 
 
73 Fonte: <http://misodor.com/HEMOGLOBINA. > Acesso em 13/12/14. 
  
 
74 Goldberg A., Smith J.A., Lochheada A.C. Brit. Med. J. 1: 1270, 1963. 
 
75 French JM  et al.RENCH J.M., ENGLAND M.T., LINES J., THONGER E. Arch 
.Biochem. Biophys. 107: 404, 1964. 
 
76 Schimid R. Metabolic Basis of Inherited Diseases J. B. Stanbury, J. B. 
Wyng aarden e D. S. Fredricksan ed.), McGraw-Hill, New York, 1966. 
 
77 Watson C.J. Diseases of Metabolism Duncan, G. (ed.), W. B. Sa unders, 
Philadelphia, 1964. 
 




                                                                                                                                                                                  
79 Redeker A.G., Sterling R.E. Arch. Int. Med.,p.121-446, 1968.  
 
80 Watson C.J. N. Eng. J. Med., p.263,1205, 1960.  
 
81 Guo, Shuyuan et al. Apoptosis of THP-1 macrophages induced by 
protoporphyrin IX-mediated sonodynamic therapy. International journal of 
nanomedicine,vol.8,p.2239-46,2013. 
 
82 Lipinski, Pawel et al. Heme metabolism as an integral part of iron 
homeostasis. Postępy Higieny i Medycyny Doświadczalnej, vol. 68,p.557-
5770,2014. 
 
83 Grotto, Helena Z.W. Metabolismo do ferro: uma revisão sobre os 
principais mecanismos envolvidos em sua homeostase. Rev. Bras. 
Hematol. Hemoter.vol.30,n.5,p.390-397,2008. 
 
84 Bastos, M.M. et al.O uso das Porfirinas em Terapia Fotodinâmica no 
Tratamento da Leishmaniose Cutânea.Rev.Virtual Quim., vol.4, n.3,p.257-
267,2012. 
 
85 Costa, de Medeiros Gerlane. Estudo histomorfológico e análise dos 
perfis celulares do rim cefálico , fígado,baço e timo do Piractus 
Mesopotarius(Hommerg,1887,Teleósteo, clarocidae) .Tese (Mestrado em 
Ciências -) Universidade de São Paulo,2007. 
 
86 Fonte: <http://aulas-de-anatomia.blogspot.com.br/2006/10/fgado.html> 
Acesso em 13/12/2014. 
 
87 Mardocco, A.;Torres, B.B.Bioquimica básica.3ed.Rio de Janeiro:editora 
Guanabara Koogan,2007. 
 
88 Ramos, Carlos Isabel Cristina. Efeito de dietas suplementadas com 
Sardinhas em conserva vs Licopeno na Prevenção da obesidade e da 
Doença Cardiovascular em ratos Winstar. Tese (Mestrado em 
Ciências).Instituto Politécnico de Bragança,2010. 
 
89 Duarte, Henrique Carlos. Detecção óptica da eficiência Quântica da 
fotossíntese.Tese (Mestrado em Ciências).Universidade Federal de 
Pernambuco, 2003. 
 
90 P. Edholm, C. Grace, and B. Jacobson.Tissue Identification During Needle 




91 C. Kittrell, R. L. Willett, C. Delossantospacheo et al., Diagnosis OF Fibrous 





                                                                                                                                                                                  
92 A. L. Alexander, C. M. C. Davenport, and A. F. Gmitro.Comparison of 
illumination wavelengths for detection of Atheroclerosis by Optical 
Fluorescence Spectroscopy. Optical Engineering, vol.33,n.1,p. 167-174 1994. 
 
 
93 M. Okada, M. Yoshida, and Y. Tsuji.Endovascular surgery for 
cardiovasculardiseases: Clinical experience of laser application.Xxx World 
Congress of the International College of Surgeons, vol.1-2, p.893-902,1996. 
 
 
94 L. Marcu, M. C. Fishbein, J. M. I. Maarek et al.Discrimination of human 
coronary artery atherosclerotic lipid-rich lesions by time-resolved laser-
induced fluorescence spectroscopy.Arteriosclerosis Thrombosis and 
Vascular Biology, vol.21, n.77, p.1244-1250,2001. 
 
95 Franco, Braga de Maia Sandra.Determinação óptica da Estrutura 
Trididimensional da Córnea . Tese (Doutorado em Ciências ).Universidade de 
Minho,2005. 
 
96 Perussi, Rodrigues Janice. Inativação fotodinâmica de microorganimos. 
Quimica Nova, vol.30,n.4, 998-994,2007. 
 
97 Soares, Dilcelli. Estudo da Interação  entre Porfirinas  e Eumelanina 
sintética. Tese (Mestrado em Ciências).Universidade de São Paulo,2005. 
 
98 Fonte: < http://www.c2o.pro.br/automacao/x3369.h> Acesso em 08/12/14. 
 
99 Acco, Alessandra. Mensuração dos níveis séricos de cortisol e de lactato 
desidrogenase como indicadores de estresse de Cutia (Dasy procta 
azarae).Tese (Mestrado em Ciências ).Universidade Federal do Paraná, 1998. 
 
100 Masilamani V, Al-Zhrani K, Al-Salhi M, Al-Diab A, Al-Ageily M Cancer 
diagnosis by autofluorescence of blood components. J Lumin 109:143–
154, 2004. 
101   Peng ,Q, Soler,AM et al. Selective distruition on porphyrins in skin thick 
basal cell carcinoma after tropical application of methyl 5-
aminolevulinate.Journal of Photochemistry and Photobiology 
B:Biology,v.62,p.140-145,2001. 
 
102  Fukuda, H, Casas, A and Batlle ,A. Aminolevulinic acid:from its unique 
biological function to its star role in photodynamic therapy. The 
International Journal of Biochemistry  and Cell Biology , v.37,p.272-276,2005. 
 
 
